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COMPOSITIONS PHARMACEUTTOUES ET LEIJR UTILISATION. 
NOTAMMENT POUR LE TR AITEMENT PES MALADIES 
NET JRODEGENERATTVES 

La presente invention concerne des compositions pharmaceutiques et leur 

5 utilisation, notamment pour le traitement des maladies neurodegeneratives. Elle 
conceme plus particulierement l'utilisation de composes agissant sur la proteine p53 ou 
sur son gene pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement des maladies neurodegeneratives. 

Le gene p53 code pour une proteine nucleaire de 53 kDa. Le gene sauvage 

10 codant pour la p53 native possede une activite anti-oncogene [pour revue, voir par 
exemple Oren, FASEB J. 6 (1992) 3169]. En particulier, la proteine p53 sauvage est 
capable d'inhiber la formation des foyers de transformation dans des fibroblastes de 
rongeurs transfectes avec diverses combinaisons d'oncogenes. La forme mutee par 
deletion et/ou mutation de ce gene est au contraire impliquee dans le developpement 

15 de la plupart des cancers humains [Baker et coll., Science 244 (1989) 217]. Ses formes 
mutees sont egalement capables de cooperer avec les oncogenes ras pour transformer 
des fibroblastes murins. Pour cette raison, la proteine p53 ou son gene ont ete 
largement etudies en tant que cibles pour le traitement des cancers. Par ailleurs, Chopp 
et al. (Biochem.Biophys.Res.Com 182 (1992) 1201) ont decrit une expression de p53 

20 dans le cerveau de rat ischemie. Cependant, rien n'indique dans ces resultats si cette 
expression constitue une cause de la neurodegenerescence, ou un phenomene parallele. 
De plus, aucune approche therapeutique n'est envisagee ni suggeree dans ce document 

La presente invention resulte en partie de la mise en evidence que la proteine 
p53 constitue un mediateur de la degenerescence neuronale. Elle resulte egalement de 
25 la mise en evidence que l'emploi de composes capables d'inhiber au moins partiel- 
lement l'activite de la proteine p53 peut permettre de bloquer le processus de mort 
neuronale. 

Pour etudier les mecanismes molecul aires de la degenerescence neuronale, la 
demanderesse a utilise comme modele des souris chez lesquelles rexpression du gene 
30 p53 a ete inactivee [Donehower et al., Nature 356 (1992) 215]. Des experiences 
d'ischemie focale irreversible ont ete pratiquees sur ces souris, et les volumes d'infarct 
ont ete comparees avec celles observees chez des souris sauvages controle (meme 



WO 95/09916 



PCT7FR94/01142 



tine diminution statistiquement significative de 20 % des volumes d'infarct apres 
ischemie des souris n'exprimant pas le gene p53 (Cf exemples). De plus, la 
demanderesse a egalement demontre que l'utilisation d'antisens anti-p53 permet de 
ralentir la mort induite par le glutamate sur des cultures de cellules corticales. Ces | 
5 resultats demontrent que la proteine p53 joue un role de mediateur de la 
degenerescence neuronale, observation qui n'a jamais ete rapportee dans Tart anterieur, 
et qu'un controle de l'activite de cette proteine permet de lutter contre la mort 
neuronale. La proteine p53, son gene et l'ensemble des facteurs susceptibles d'interagir 
avec elle constituent done de nouvelles cibles pharmacologiques dans le traitement des 
10 processus neurodegeneratifs. L'invention reside done en partie dans rutilisation de 
composes capables de bioquer au moins partiellement l'activite de p53 pour le 
traitement des maladies neurodegeneratives. 

Un premier objet de la presente invention reside dans l'utilisation d'un 
compose inhibant au moins partiellement l'activite de la proteine p53 pour la 
15 preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la 
prevention des maladies neurodegeneratives. 

Les composes inhibant au moins partiellement l'activite de la proteine p53 au 
sens de la presente invention peuvent etre des composes agissant (i) sur la synthese de 
p53, aux niveaux trans criptionnel, traductionnel ou post-traductionnel, ou (ii) sur la 
20 liaison de p53 a T ADN. 

Parrni les composes agissant sur la synthese de la proteine p53, on peut citer 
les sequences nucleotidiques antisens capable de reduire ou de supprimer l'expression 
de p53, au niveau transcriptionnel ou traductionnel. 

De telies sequences peuvent en effet etre dirigees contre 1'ARNm de p53 et 

25 agir sur la traduction de celui-ci en proteine : il peut s'agir ^oligonucleotides 
(synthetiques, modifies chimiquement, etc tels que decrits par exemple dans les 
demandes EP 092 574, EP 231 495, WO 92/03568; WO 91/13080, etc) ou de 
sequences d'ADN cod ant pour des ARN capables d'interagir selectivement avec 
l'ARNm de p53, selon la technique decrite par exemple dans la demande EP 140 308. 

30 De telies sequences peuvent egalement etre dirigees contre le gene codant 

pour p53 et agir sur la transcription de celui-ci en ARN. Plus particulierement, ces 
sequences peuvent etre dirigees contre des regions codantes du gene (gene de 
structure de p53), ou contre des regions non codantes : regions regulatrices de la 
transcription, exons, etc. De telies sequences peuvent etre preparees dans les 
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conditions decrites par exemple dans EP 558 634, WO 91/06626, WO92/10590, 
WO 93/10820, etc). 

Parmi les composes agissant sur la liaison de p53 a i'ADN, on peut titer plus 
particulierement des antagonistes de p53 f ou des proteines capables dinteragir avec 
5 p53 et de moduler ainsi son activite de laison a l'ADN* A cet egard, on peut titer les 
mutants dominants negatifs de p53 constitues essentiellement de forme mutee inactive, 
qui sont capables d'entrer en competition avec la proteine sauvage pour l'interaction 
avec l'ADN. De tels mutants sont par exemple le mutant p53Vall35, ou d'autres 
formes decrites par exemple dans Michalovitz et al. [J. Cell. Bioch. 45 (1991) 22]. lis 

10 peuvent etre utilises tels quels, mais, preferentiellement, ils sont utilises dans le cadre 
de la presente invention sous forme de constructions genetiques capables d'exprimer in 
vivo ces mutants, D'autres composes capables d'inhiber au moins partiellement la 
liaison de p53 a l'ADN sont constitues par des acides nucleiques double bin 
reproduisant le site de liaison de p53 a l'ADN [El-Deiry et al., Nature 1 (1992) 45 ; 

15 Kern et al. f Science 252, 1708 ; Friedman et al., PNAS 90 (1993) 3319]/" La 
demanderesse a en effet montre que de tels acides nucleiques etaient capables de 
complexer les facteurs de transcription presents dans les cellules, de les empecher de 
se f beer sur leurs sites endogenes, et ainsi, de bloquer leur activite transcriptionnelle. 

Dans un mode prefere, le compose utilise dans le cadre de la presente 
20 invention est un acide nucleique double brin comprenant tout ou partie du site de 
laison de p53 a l'ADN. Plus preferentiellement, Tacide nucleique comprend tout ou 
partie de la sequence SEQ ID n° 2 ou un variant actif de celle-ci, Le terme variant actif 
designe au sens de l'invention tout variant de la sequence SEQ ID n° 2 ayant conserve 
les proprietes de fixation a la proteine p53. De tels variants peuvent etre obtenus par 
25 mutation, deletion, substitution et/ou addition de bases sur la sequence SEQ ID n° 2, 
puis verification in vitro de Tactivite de liaison- 
Dans un autre mode prefere, le compose utilise dans le cadre de la presente 
invention est un acide nucleique codant pour une forme mutee de la proteine p53 
capable d'antagoniser Tactivite de celle-ci. 

30 Toujours dans un mode prefere, le compose utilise dans le cadre de la 

presente invention est un acide nucleique antisens capable de reduire les niveaux 
d'expression de la proteine p53, au niveau transcriptionnel ou traductionneL Plus 
oreferentiellement. il s*aeit d'un ADN codant nour un aride nhnmirlpinup flnti^nc 
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capable d'inhiber la traduction de l'ARNm cellulaire de p53. Un tel antisens est 
represents sur la sequence SEQ ID n° 1. 

L'acide nucleique peut etre utilise tel quel, par exemple apres injection a 
rhomme ou l'anirnal, pour induire une protection ou traiter la degenerescence 
5 neuronale. En particulier, il peut etre injecte sous forme d'ADN nu selon la technique 
decrite dans la demande WO 90/11092. II peut egalement etre administre sous forme 
complexee, par exemple avec du DEAE-dextran [Pagano et al., J.Virol. 1 (1967) 891], 
avec des proteines nucleates [Kaneda et al., Science 243 (1989) 375], avec des lipides 
[Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413], sous forme de liposomes [Fraley et al., 
10 J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431], etc. 

Preferentiellement, Tacide nucleique utilise dans le cadre de l'invention fait 
partie d'un vecteur. L'emploi d'un tel vecteur permet en effet d'ameliorer radminis- 
tration de l'acide nucleique dans les cellules a traiter, et egalement d'augmenter sa 
stabilite dans lesdites cellules, ce qui permet d'obtenir un effet inhibiteur durable. De 
15 plus, il est possible d'introduire plusieurs sequences d'acide nucleique dans un meme 
vecteur, ce qui augmente egalement Teff icacite du traitement 

Le vecteur utilise peut etre d'origines diverses, des lors qu f il est capable de 
transformer les cellules animales, de preference les cellules nerveuses humaines. Dans 
un mode prefere de mise en oeuvre de l'invention, on utilise un vecteur viral, qui peut 
20 etre choisi parmi les adenovirus, les retrovirus, les virus adeho-associes (AAV), le 
virus de l'herpes, etc. 

A cet egard, la presente invention a egalement pour objet tout virus 
recombinant comprenant, insere dans son genome, un acide nucleique cod ant pour une 
forme mutee de la proteine p53 capable d'antagoniser Tactivite de celle-ci, et/ou un 
25 acide nucleique comprenant tout ou partie du site de laison de p53 a TADN et/ou un 
acide nucleique antisens capable de reduire les niveaux ^expression de la proteine p53, 
au niveau transcriptionnel ou traductionnel. 

Le virus recombinant selon l'invention peut etre choisi parmi les adenovirus, 
les retrovirus, les virus adeno-associe, etc. De preference, il s'agit d'un virus capable 
30 d'infecter les cellules nerveuses, tel que notamment un adenovirus. Des vecteurs 
derives des adenovirus, des retrovirus, ou des AAV incorporant des sequences 
d'acides nucleiques heterologues ont ete decrits dans la litterature [Akli et al., Nature 
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Genetics 3 (1993) 224 ; Stratford-Perricaudet et aL, Human Gene Therapy 1 (1990) 
241 ; EP 185 573, Levrero et aL, Gene 101 (1991) 195 ; Le Gal la Salle et aL, Science 
259 (1993) 988 ; Roemer et Friedrnann, Eur. J. Biochem. 208 (1992) 211 ; Dobson et 
aL, Neuron 5 (1990) 353 ; Chiocca et aL, New BioL 2 (1990) 739 ; Miyanohara et aL, 
5 New BioL 4"(1992) 238; WO91/18088]. 

Avantageusement, le virus recombinant selon Tinvention est un virus defectif, 
Le terme "virus defectif" designe un virus incapable de se repliquer dans la cellule 
cible. Generalement, le genome des virus defectifs utilises dans le cadre de la presente 
invention est done depourvu au moins des sequences necessaires a la replication dudit 
10 virus dans la cellule infectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en 
partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit substituees par d ! autres sequences et 
notamment par 1'acide nucleique. Preferentiellement, le virus defectif conserve 
neanmoins les sequences de son genome qui sont necessaires a Tencapsidation des 
particules virales. 

15 II est particulierement avantageux d ! utiliser les sequences nucleiques de 

Tinvention sous forme incorporee a un adenovirus recombinant defectif. 

II existe en effet differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les 
proprietes varient quelque peu, mais qui ne sont pas pathogenes pour Thomme, et 
notamment les sujets non immuno-deprimes. Par ailleurs, ces virus ne s'integrent pas 

20 dans le genome des cellules qu'ils infectent, et peuvent incorporer des fragments 
importants d'ADN exogene, Parmi les differents serotypes, on prefere utiliser dans le 
cadre de la presente invention les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). Dans le 
cas des adenovirus Ad 5, les sequences necessaires a la replication sont les regions 
ElAetElB. 

25 Un mode de realisation particulier de Tinvention consiste dans un vecteur, 

notamment viral, comprenant au moins deux acides nucleiques tels que definis 
ci-dessus. 

Les virus recombinants defectifs de Tinvention peuvent etre prepares par 
recombinaison homologue entre un virus defectif et un plasmide portant entre autre la 
30 sequence decides nucleiques telle que definie ci-avant [Levrero et aL, Gene 101 
(1991) 195 ; Graham, EMBO J. 3(12) (1984) 2917]. La recombinaison homologue se 
produit apres co-trarisfection ^e^ts virus" et "prasrmde"d^~uhe "lignee celliilaire 
appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par 
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du genome du virus defectif , de preference sous forme integree pour eviter les risques 
de recombinaison. A titre d'exernple de lignee utilisable pour la preparation 
d'adenovirus recombinants defectifs, on peut mentionner la lignee de rein 
embryonnaire humain 293 [Graham et ah, J. Gen. Virol. 36 (1977) 59] qui contient 
5 notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome d'un adenovirus 
Ad5 (12 %). A titre tfexemple de lignee utilisable pour la preparation de retrovirus 
recombinants defectifs, on peut mentionner la lignee CRIP [Danos et Mulligan, PNAS 
85 (1988) 6460]. 

Ensuite, les virus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon les 
10 techniques classiques de biologie moleculaire. 

La presente invention a egalement pour objet une composition pharma- 
ceutique comprenant au moins un virus recombinant tel que def ini ci-dessus. 

Les compositions pharmaceutiques de Tinvention peuvent etre formulees en 
vue d'une administration par voie topique, orale, parenterale, intranasale, intra- 

15 veineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, etc. 

Preferentiellement, les compositions pharmaceutiques contiennent des 
vehicules pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. H peut 
s ! agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure 
de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), 

20 steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. 

Les doses d'acides nucleiques (sequence ou vecteur) utilisees pour 
radministration peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et 

25 notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la pathologie concernee, 
de Tacide nucl6ique a exprimer, ou encore de la duree du traitement recherchee. D*une 
maniere generale, concernant les virus recombinants selon 1'invention, ceux-ci sont 
foimules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de 
preference 10 6 a 10 10 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 

30 pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 48 heures, du nombre de plages 
de cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu d'une solution virale 
sont bien documentees dans la litterature. 
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De telles compositions pharmaceutiques peuvent etre utilisees chez lTiomrne, 
pour le traitement et/ou la prevention des maladies neurodegeneratives, et en 
particulier, pour le traitement et/ou la prevention de la degenerescence neuronale 
associee a 1'ischemie, l'hypoxie, Tanoxie, l'hypoglycemie, les attaques epileptiques ou 
5 encore les traumas cerebraux ou spinaux, ou pour le traitement et/ou la prevention de 
la choree de Huntington, de la maladie d 1 Alzheimer, de la maladie de Parkinson ou de 
la sclerose lateraie amyotrophique. 

La presente invention sera plus completement decrite a Faide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratif s et non limitatif s. 

10 Legende des figures 

Figure 1 : Inhibition de la mort cellulaire induite par le glutamate sur des cultures 
primaires de neurones corticaux par un acide nucleique antisens anti-p53. 

Techniques generates de clonage 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 

15 extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, I'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electrocution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont Wen 

20 connues de lliomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T.. et al., "Molectdar Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982 ; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 

25 d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d'agarose ou tfacrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a l'ethanol puis incubes en presence de TADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du f ournisseur. 

30 Le remplissage des extr^mites 5' proeminentes peut etre effectue par le 

fragment de Klenow de TADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en presence 
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de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement 
menage par la nuclease Si- 
La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
5 etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 13 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
[Eolymerase-catalyzed £hain Beaction, Saiki R.K. et al., Science 220. (1985) 1350- 
1354 ; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
10 effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la 
methode developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 24 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

15 EXEMPT 

Exemple 1 : Diminution du volume d'infarct chez les souris ischemiees par suppression 
du gene p53. 

Cet exemple decrit Teffet de la suppression du gene p53 sur le volume 
d'infarct chez des souris ischemiees. Pour cela, des ischemies ont ete induites chez des 
20 souris par occlusion de 1'artere cenebrale moyenne, et les volumes d'infarct ont ete 
determines, puis compares. 

Protocole : Les animaux (souris male C57/Blc agees de 9 a 12 semaines, Genpharm, 
Danemark ; homozygotes type sauvage ou Ap53) ont ete anesthesies dans un melange 
d'oxygene, de protoxyde d'azote et de 1,8 % d'halothane, et maintenus dans ces 

25 conditions pendant toute la duree de Tintervention chirurgicale. La temperature rectale 
est maintenue a 37°C +/- 0,5 par une couverture chauffante. L'artere c&^brale 
moyenne gauche a ensuite ete cauterisee par electrocoagulation au moyen d'une pince 
bipolaire. La plaie a ensuite ete recousue et les animaux places dans une piece a 30°C 
pendant 24 heures, avec nourriture et boisson ad libitum. Au bout de 24 heures, les 

30 animaux ont ete sacrifies par decapitation. Les cerveaux ont ete preleves, immerges 
dans un bain tfisopentane a -30°C, puis conserves a -80°C. Des coupes histologiques 
de 40 nm ont ensuite ete effectuees dans un cryostat a -20°C, a raison d'une coupe 
tous les 500 |om, de Tapparition de Tinfarctus jusqu'a sa disparition. Ces coupes ont 



BNSDOCID: <WO 950991 6A1_I_> 



WO 95/09916 PCT/FR94/01142 



ensuite ete colorees au violet de Cresyl. Le volume de Tinfarctus est determine par 
analyse d'image, L'analyse statistique est faite a l'aide du test t de Student pour 
groupes independants, apres verification de Thomogereite des variances. Dans le cas 
ou les variances n'etaient pas homogenes, le test non imetriques de Wilcoxon a ete 
5 utilise. 

Resultats : Les resultats obtenus sont presentes sur le tableau ci apres. 





Souris P53 


Souris Temoin 


Nombre total 
d'aiiimaux testes 


45 


46 


Poids moyen (g) 


25,73 


25,44 


Temperature 
moyenne (°C) 


36,80 


37,01 


Volume moyen 
d'infarct (mm^) 


24,95 +/- 1,81 


31,54+/- 1,86 



Ces resultats font apparaitre une diminution de Tordre de 20 % des volumes 
d'infarct apres ischemic des souris n'exprimant pas le gene p53. Ces resultats 
10 demontrent done qu'une suppression de Tactivite p53 pennet de ralentir la 
degenerescence neuronale. 

Exemple 2 : Inhibition de la mort cellulaire induite par le glutamate sur des cultures 
primaires de neurones corticaux par un acide nucleique antisens anti-p53 

Cet exemple decrit Teffet d'un acide nucleique antisens anti p53 sur la mort 
induite par le glutamate sur des neurones corticaux de rat embryonnaire, en culture 
prim aire. 

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du systeme 
nerveux central. Cependant, une exposition au glutamate pendant des periodes 
anormalement longues, ou a des concentrations plus elevees que les concentrations 
physiologiques peut provoquer une toxicite neuronale designee sous le terme 
d'excitotoxicite [Olnev Adv. Exo. Med. Biol 203 (1986) 6311. De nombreux 
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degenerescence neuronale associee a l'ischemie, Fhypoxie, 1'hypoglycemie, les attaques 
epileptiques ou encore aux trauma cerebraux [Choi, J. Neurobiol. 23 (1992) 1261]. 
L'excitotoxicite serait egalement impliquee dans la pathogenese de maladies telles que 
la choree de Huntington [Young et al., Science 241 (1988) 981] et la maladie 
5 d'Alzheimer [Koh et al., Brain Res. 533 (1990) 315 ; Mattson et al. ; J. Neurosci. 12 
(1992) 376]. Cet exemple montre que 1'effet toxique du glutamate est inhibe en partie 
en presence d'un acide nucleique antisens capable de reduire les niveaux d'expression 
de la proteine p53. 

Preparation et sequence de i'acide nucleique antisens : ^oligonucleotide antisens a ete 
10 synthetise au moyen dun synthetiseur automatique de nucleotides (Maniatis). La 
sequence de l'oligonucleotide est la suivante : 5-CGACTGTGAATCCTCCAT-3' 
(SEQ ID n° 1). 

Etude de Tinhibition : Les cellules de cortex de rat Wistar embryonnaire (El 7) ont ete 
isolees selon la methode de Dichter [Brain Res. 149 (1978) 279], mises en culture sur 

15 boites 6 puits (35 rnn ; deiisite 6.10 5 cellules/boite) Costar, dans du milieu DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) contenant 10|ag/ml insuline, 10 |og/ml 
transferrine, 10 ng/ml selenite de sddixim, 10 nM progesterone, 1 nM triiodothyronine, 
et conservees dans une etuve (37°C, 5 % CO 2). 2 \xM tfacide nucleique antisens anti- 
p53 decrit ci-dessus ont ensuite ete ajoutes aux cultures, lors de Tensemencement, puis 

20 aux jours 1 et 2. Le glutamate (5 mM) a ete administre au jour 2, en meme temps que 
Tacide nucleique antisens anti-p53. La toxicite induite par le glutamate a ete 
determinee apres 24 heures de culture, par mesure de Tactivite mitochondrial selon la 
technique decrite par Manthorpe et al. [Dev. Brain. Res. 25 (1986) 191]. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 1. Us montrent clairement 
25 que Tacide nucleique antisens anti-p53 est capable de reduire d'environ 25 % la toxicite 
induite par le glutamate. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE- POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, avenue Raymond ARON 

(C) VILLE: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL : 92165 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION: Compositions pharmaceutiques et leur 
utilisation, notamment pour le traitement des maladies 
neurodegeneratives . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 



(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D f EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 



CGACTGTGAA TCCTCCAT 18 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

-(xi) -DESCRIPTION -DE -LA SEQUENCE: SEQ- ID NO: 2 : 



GGACATGCCC GGGCATGTCC 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'un compose inhibant au moins partiellement l'activite de la 
proteine p53 pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
fakement et/ou a la prevention des maladies neurodegeneratives. 

5 2. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'il s'agit d'un 

compose agissant sur la synthese de la proteine p53, aux niveaux transcriptionnel , 
traductionnel ou post-traductionnel, et/ou sur la liaison de p53 a T ADN. 

3. Utilisation selon la revendication 2 caracterisee en ce que le compose est 
un acide nucleique double brin comprenant tout ou partie du site de laison de p53 a 

10 l'ADN. 

4. Utilisation selon la revendication 2 caracterisee en ce que le compose est 
un acide nucleique cod ant pour une forme mutee de la proteine p53 capable 
d'antagoniser l'activite de celle-ci. 

5. Utilisation selon la revendication 2 caracterisee en ce que le compose est 
15 un acide nucleique antisens capable de reduire les niveaux ^expression de la proteine 

p53, au niveau transcriptionnel ou traductionnel. 

6. Utilisation selon la revendication 5 caracterisee en ce que 1'acide nucleique 
antisens est un ADN codant pour un acide ribonucleique antisens capable d'inhiber la 
traduction de 1'ARNm cellulaire de p53. 

20 7. Utilisation selon les revendications 3 a 5 caracterisee en ce que 1'acide 

nucleique fait partie d'un vecteur. 

8, Utilisation selon la revendication 7 caracterisee en ce que 1'acide nucleique 
fait partie d'un vecteur viral. 

9. Virus recombinant comprenant, insere dans son genome, au moins un acide 
25 nucleique codant pour une forme mutee de la proteine p53 capable d'antagoniser 

l'activite de celle-ci, et/ou un acide nucleique comprenant tout ou partie du site de 
laison de p53 a l'ADN et/ou un acide nucleique antisens capable de reduire les niveaux 
d'expression de la proteine p53, au niveau transcriptionnel ou traductionnel. 
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10. Virus recombinant selon la revendication 9 caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un adenovirus, dun retrovirus, dun virus adeno-associe, ou du virus de l'herpes. 

11. Virus recombinant selon la revendication 10 caracterise en ce qu'il s'agit 
dun adenovirus. 

5 12. Virus recombinant selon Tune des revendications 7 a 10 caracterise en ce 

que l'acide nucleique comprend tout ou partie de la sequence SEQ ID n° 2 ou de 
variants actif s de celle-ci. 

13. Virus recombinant selon Tune des revendications 9 a 12 caracterise en ce 
qu'il comprend plusieurs acides nucleiques identiques ou differents, tels que definis 

10 dans les revendications 3 a 5. 

14. Virus recombinant selon Tune des revendications 9 a 13 caracterise en ce 
qu'il s'agit d'un virus def ectif . 

15. Composition pharmaceutique comprenant au moins un virus recombinant 
selon Tune des revendications 9 a 14. 
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